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(54) Arzneinnitlel enthaltend Anti-CD3 und Anii-Fcy-R-Antikdiper zur begleltenden BehandBung 
bel Organtransplantationen 

(57) Die voriiegende Eifindung t>etrifft «n Arznei- 
mittel enthaltend mindestens einen anti-T-Zellrezep- 
tor/CD3>Antik0rper und mindestens einen anti-Fcr 
Rezeptor-AntikOiper zur Vem'ngerung der Anzahl der T- 
Zellrezeptor/CD-3-MolekQle auf der Oberfiache von T- 
Zellen. insbesondere zur Immuntherapie. beispiels- 
weise zur immunsuppressiven Behandlung bei Organ- 
transplantationen, vor allem zur UnteidrQckung oder 
AbschwSchung der ZytokinkranKheit 



Phase I (Induktionsphase) 
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Beschreibung 

[0C01 1 Die vorliegende Erf indung betrifft ein Arznei- 
mitlel errthaltend nrandestens einen anti-T-Zellrezep- 
tor/CD3-Anlik0rper und mindestens einen anti-Fcr 
Rezeptor-AntikOrper zur VenringKxing der Anzahl der T- 
Zellrezeptor/GD-3-MolekQle auf der Oberfl&che von T- 
Zellen, insbesondere zur Immuntherapie, beispiels- 
weise zur immunsuppres^en Behandlung Organ- 
transplantattonea vor allem zur UnterdrOckung Oder 
Abschwdchung der Zytokinkrankheit 
[0002] Zur Unterdrflckung der Immunanlwort im 
Rahmen einer Immuntherapie werden heutzutage 
hauptsdchlich Kortikosterotde, Azathioprin. ZyMosporin 
A. ArrthhymozytenglcdMjIin Oder ein OKT3-Antik0rper 
verwendeL Der morioMonale AntikOrper OKT3 ist spezi- 
f isch for die e-Kette des CD3-Kbmplexes. die mit dem T- 
Zell-Anfigenrezeptor assoziiert isL In der Immunthera- 
pie wild OKT3 derzeit bei der Behandlung von Patien- 
ten nach Organtransplantation angesetzt. Die Therapie 
mit dem OKT3 ist aber von unerwunschten und zum Te3 
latalen Nebenwirkungen begleitet 
[0003] Ursache dieser Nebenwirkungen ist, daB 
OKT3-bese1zte T-ZeUen an entsprechende Rezeptoren 
auf Effektorzellen (FcrRezeptoren; FcyR) binden kOn- 
nen und ^ die tnteraktron des T-Zellrezeptors irtit dem 
MHC-korr^lexierten Antigen nachahmm. Auf diese 
Weise werden die TZellen aktiviert und ihre Zeltt^lung 
in Gang g^racht Dies fOhrt zu einer l^enreaktion. 
die eine massh/e Produkkion und systemische Reiset- 
zung von diversen Zytokinen aus der akfivierten T-Zelle 
veranlaBL Die dann ausgeschutteten Zytokine. vor- 
nehmlich das Zytokin interleukin-2, fOhren beim Men- 
sch«i zu der gefOFChteten Zytokinkrankheit, die den 
Synrptomen des taxischen Schocks ahnelt und hauTig 
intensivmedizinlsche Behandlung verlangt 
[0004] Diese Nebenwirkungen. cfie nur nach der 
Erstgabe des AntikOrpers so vehOTent m Erscheinung 
treten. werden auch als „Firsl-Dose-SyrKirome" oder 
.Cytokine-Release-Syndrome" bezeichnet die den the- 
rapeutischen Einsatz von OKT3 erhdblich einschidn- 
ten. 

[0005] 2uT Vermeidung dieser toxischen Nebenwir- 
kungen von OKT3 wuiden daher Fc-freie AntikOrper- 
fragmente (anti-CDS-FCab^g -Fragmente; siehe z.B. 
Blazar, B.R., et al. (1993) J. Immunol. 150, 265) herge- 
steltt Oder der Fc-Teil des AntikDrpermolekOls mit Hilfe 
von molekulart>iologischen Metttoden, sog. Fc-Shuff- 
ling, so ver&idert, daQ Interaktionen zwischen AntikOr- 
per-beselzten T-ZeHen und den FcrRezeptoren auf den 
Effektorzellen entweder vollstandig ausbleiben oder auf 
ein Minimum reduziert werden (siehe z.B. Alegre, M.-L 
etal.. (1995), J. Immunol. 155, 1544 oder Smith, J.-A. et 
al., (1997) J. Immunol. 185, 1413). Hierbei zeigt es sich, 
daB die so verdnderten Antikdrper uber ein ahnlich gro- 
Bes immunsuppressives Potential verfugen, wie der 
intakte AntikOrper oder im Falle des chin^lschen Anti- 
kOrpers sein parentales Pendant Fc-freie bivalente-bin- 



dende F(ab')2 -Antikdrperfragmente werden utrficher- 
weise durch Pepsindnwirkung unter sauren pH-Bedin- 
gung aus intakten IgQ-AntikOrpem hergesteilt Dies hat 
jedoch zur Folge. daB die so generierten AntikOrper- 

5 fragmente leicht denaturieren kOnnen. 2^em zeigen 
sich Unterschiede im FragmentimBigsvertialten der 
verschi^ienen Ig&Subkiassen. Daneben besitzen 
sowohl gentechnisch als auch durch Pepsinverdau her- 
gest^lte F(ab')2 -AntikOrperfragmente im Verglefch zu 

10 intakten IgG Antlk5rpern eine deutiich erhOhte Aus- 
schetdungskinetik. Dies fat zur Folge, daB Einzehtosis 
und/oder E^osierungsintervalle enlsprechend modifiziert 
werden mOssen, darivt der fOr den therapeutischen 
Erfolg erforderliche Blutspiegel des Immuntherapeulik- 

15 urns erreicfTt und auch langerfristig auf dem ^rlveau 
gehatten werden kann. Aus diesem G&xind ist 6& breStB 
Minische Einsatz der F(ab*)2 -Fragmente bea^hrdnkt 
[0006] Bei der Venwendung von durch Fc-Shufffing 
hergesteUten nicht-mitogenen anti-CDS-AntikOrpem fiat 

20 sich im Mausmodell gezeigt, daB dieser chimarische 
anti-CD3-Antik0rper nicht vollstandig inert ist. was 
seine Interaktion nrwt den FcrBez^Jto^e" betrifft Die 
Interaktion mit den Fcr-Rezeptoren fOhrt zu einer parli- 
ellen Aklivierung der T-ZdIen, wobei dieser Vorgang 

2S langfristig den fiinktionellen Status der Zdlen v&Qn- 
dert. Ein weiterer NachteQ aus der InterEridion mi den 
FcrRezeptoren besteht darin. daB das AusmaB der 
Antikdrpierirduzierten Verringerung der Anzahl der T- 
Zellrez^toren/CD3-MolekQIe auf der Oberf Idche von T- 

30 Zeilen negativ t>e^nfluBt und so das immunaipressive 
Potential des chimSrischen AntikOrpers eingeschrankt 
wird. 

[0007] Zur Vermeidung der g^annten toxischen 
Nebenwirkungen von OKT3 wurde auch ein Anti-T-Zell- 

3S rezeptor-AntikOrper der IgM-Klasse Minisch erprobt Bei 
der Wahl dieser Antikdrper-Klasse wird &ne Interaktion 
mit FcrRezeptor-tragenden Effektorzellen vernrneden. 
Erwartung^em^B wurde der AntikOrper von den Pati- 
enten besser vertragen als der murine lgG2a AntikOrper 

40 OKT3, J«loch ist es fraglich, db der IgM-AntikOrper 
noch Qber ein genOgend groBes immunsupressives 
Potential veriOgt Im Vergleich zu den bivalent binden- 
den IgG-Antil^em verfOgt ein Igh/l-AntikOrpa^ Cher 
maximal 5x2 Bindungsstellen. Ein Anti-TCR/CD3-Anii- 

45 kOrper der IgM-Klasse bewirkt somit eine deutiich star- 
kiere Vernelzung von T-Zelirezeptor«i/CD3-Mol^len 
auf der Zelloberfiache. was, zumindest partial, eine 
Aktivierung der T-Zelle induzieren kOnnte. Ein wesentli- 
ches ProtjJem, das b& der Verwendung mit lgM-Antik5r- 

50 pern immer wieder auftritt t>estefit darin, daB diese 
AntikOrper-Klasse durch die Qblichen Aufreinigungspro- 
zeduren aber auch durch Einfrieren, Auftauen oder 
allein durch die Lagerung in ihrer Aktivitat deutiich 
geschwacht wird. Des Weiteren kCnnen Rranigung^ro- 

55 zeduren zur Denaturierung des Proteins fOhren, was mit 
einem Totalveriust der Aklivitat des I^-Antik6rpers 
verbufKlen ist 

IpDQBl Aufgabe der voriiegenden Erfindung war 
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daher. ein Mittel zur Immuntherapie bereHzustellen. das 
die oben beschriebenen NachteOe vermeidet bzw. ver- 
ringert 

[0009] Bn wichtiger Mechanismus zur Ausschal- 
tung immunkompetenter T-Zellen durch einen anti-T- 
Zellrezeptor/CD3-Aatik6rper besteht in der Verringe- 
rung der T>ZeHrezeptor/CD3-MolekuIe auf der Oberfia- 
Che der T-Zellen, wobei diese reakfionsunfdhig werden. 
Hierbet gilt im allgemeinen. daB je mehr funktionelle T- 
ZelIrezeptor/CD3-h/k>lekule von der Zelloberf lache ver- 
schwinden desto weniger ist die T-Zelle in der Lage. auf 
einen entsprechenden Stimulus zu reagieren. Oberra- 
schendenweise wurde nun gefunden, da8 die Interak- 
ta'on des Anti-T-Zelirezeptor/CD3-Antik0rpers mit den 
Fcr^ezeptoren das AusmaB der Verringerung der 
Anzahl der T-Zellrezeptor/CD3-M6lekQ1e auf der Ober- 
fiache von T;Zenen beelnfluBL 

[001 0] Bn Gegenstand der vorliegenden Erfndung 
ist daher (a) eine Zusammenstellung enthaKend minde- 
stens ein^ an1i-T-ZeItrezeptor/CD3-Arrt]k5rper und 
mindestOTS einen anti-Fcr-Reze^r-Antik&rper bzw. 
(b) eine Zusammenstellung enthaltend mindestens 
onen anti-T-Zellrezeptor/CD3-Antik6rper und minde- 
stens eine Mischung enthaltend mindestens einen Anti- 
T-ZeIlrezeptor/CD3 -AntikOrper und mindestens einen 
anti-FcrRezeptor-Antik6rp&- bzw. (c) eine Mischung 
enthaltend mindestens einen anti-TZellrezeptor/CDS - 
AntikOrper und mindestens einen anti-FcT^Rezeptor- 
AntikOrper. Besonders bevorzugt sind anti-CD3 Antik6r- 
per der Bezeichnung 145-2C11 (DSM ACC 2378) 
und/oder KT3 (DSM ACC 2381) und da* anti-Fc?r 
Rezeptor AntikOrpa' mit der Bezeichnung 2.4G2uk 
(DSM ACC 2379), hinteriegt in Form von Hybridomen 
bei der DSMZ- Deutsche Sammlung von Mikroorganis* 
men und Zellkulturen Gnrt>H, Mascheroder Weg lb, D- 
38124 Braunschweig jewels am 17.12.1998, oder Anti- 
k5rper mrt im wesenliichen gleichen oder dhnllchen 
Bgenschaften. 

[001 1 ] Erf indungsgemdB soli daher dem prospekti- 
ven Empfdnger zusatzlich zu einem anti-TCR/CD3 - 
AntikOrper m zw&ter AntikOrper gidchzeitig oder zeit- 
lk:h versetzt. in^esondere vorab, verabreicht werden, 
der gegen die FcrRezeptoren gerichtet IsL Hierbei sind 
vorzugsweise die betden AntikOrper aufeinander abge- 
stinrvnt. So wird vorzugsweise die Sut>k]asse des anti-T- 
Zel)rezeptors/CD3>Antik0rpers so ausgewahlt. da6 eine 
Interaktion ausschlieBiich mit den niedrig-affinen Fcr 
Rezeptoren. vor ailem FcyRIl urai/oder FcyRIII. zustan> 
dekommt, wdhrend der anti-FcrRezeptor-AntikOrper 
sich dadurch auszeichnet, daB er gegen die Liganden- 
tnndungsstelle der niedrig-affinen Fcf-Rezeptoren 
gerichtet ist. und so deren Funktion tilockiert. 
[0012] Durch die kon^inierte Gabe von anti-TZeJI- 
rezeptor-CD3-Antik6rper und anti-Fcr-Rezeptor-Anti- 
kOrper wird das Andocken der Zell-gebundenen anti-T- 
Zellrezeptor/CD3-Antik0rper an die Fcy-Rezeptoren im 
wesentlichen unterbunden. Hiert>ei kOnnen die Konzen- 
tralionen der einzelnen AnHkOrper im wesentlichen 



gl^ch Oder verschieden sein. Beispielsweise k6nnen 
die gleichen oder verschiedenen Antil^>rper in mirxie- 
stens zwei verschiedenen Kbnzentrationen venvendet 
werden. Dieses Vorgehen gewdhrteistet daher zum 

5 einen. daB der Prozess der Ant'kOrper-induzierten Ver- 
ringerung von T-Zellrez^or/CD3-Molek01en im 
wesentlichen nicht t>eeintrachtigt und mit der vorzugs- 
weise maximalen Verringerung der T-Zellrezeptor/CD3- 
MolekOle eine entsprechende ReaktionsunfShigkeit 

10 bzM. Reaktionsverminderung der l^Zellen. insbesond- 
ere von CD4^ und CD8^ T-Zellen, enreicht wird. Zum 
anderen fOhrt es dazu. daB die t>ei der heute gebrSuch- 
lichen anti-T-Zellrez^tor/CD3-lnnmun1herapie auftre- 
tenden Net>enwirkungen im wesentlichen vermiederi 

15 werden kfinnen. 

[001^ Bn weiterer Gegenstand der vorlieger^en 
Erfindung ist daher ein Arzneimrtt^ entt^ltend eine 
erflndungsgemaBe Zusammenstellung oder eine erfin- 
dungsgemdBe Mischung sowie vorzugsweise geeig- 

20 nete Zusatz- und/oder Hilfsstoffe. Als Zusatz- und/bder 
Hitfsstoffe eignen sich t>ei^ielsweise eine physiologl- 
sche KbchsalzlOsung, geeignete Stabilisatoren, Pro- 
teinaseinhibitoren. etc. Als Stabilisatoren eignen sich 
baspelsweise Tween 80 (0,02%), ZuckeriOsungen, wie 

25 z. B. Saccharose-LOsung (20 - 30 %) oder Aminosdure- 
LQsungea wie z. B. Glydn- oder Cystein-LOsungen. 
Cbficherweise wird das erfmdungsgemaBe Arzneimittel 
dadurch hergesteltt. daB die erfindungsgemdBe Zusam- 
menstellung Oder die erfindungsgemdBe Mischung mit 

30 geeigneten Zusatz- und/oder Hilfsstoffen versetzt wird. 
[0014] Bn weiterer Gegenstand der Erfindung ist 
auch die Verwendung der erf indungsgemSBen Zusam- 
menstellung, der Mischung oder des Arzneimittels zur 
Verringerung der Anzahl der T-Zellrezeptor/CD3-Mole- 

3S kOle auf der Oberfiache von l^Zellen. Vbrzugsweise 
wird das erfindungsgemaBe Arzneimittel zur Immunthe- 
rapie, insbesondere von Autoimmunerkrankungen. 
sowie vorzugsweise zur immunsufspressiven Beharxi- 
lung bei oder nach Organtransplantalionen, vor all em 

40 mit dem Ziel zu- UntendrOckung oder Abschwdchung 
der oben naher beschriebenen ZytokinkFankhert ver- 
wendeL 

[0015] Bne weitere bevorzugte Anwendung des 
erfindungsgemftBen Arzneimittels ist die Behandlung 

45 von T-Zellvermrttelten Autoimmunerkrankungen, wie z. 
B. Erkranktffigen des rheumatischen Formenkreises, 
juveniler Diabetes Mellitus CTyp I Diabetes), Multiple 
SMerose, systemischer Ijjpus erythemalodes» Polyar- 
thritis nodosa. Wegener's Granulomatose, Skleroder- 

50 nuB, Mort>us Reiter, Colitis ulcerosa und Mortxis Crohn. 
[0016] Um die Verringerung der T-Zellrezep- 
toryCD3^olek0le auf der Ot^erflache von T-ZeUen im 
wesentlichen aufrechtzuerhalten, wird vorzugsweise 
der anti-T-ZeIlrezeptor/CD3 -Antik&rper wdhrend der 

55 gesamten Therapiedauer kontinuierlich weitergegeben 
(Erhaltungsdosis), wohingegen das Bindungsvetialten 
zwischen dem anti-T-Zelirezeptor/CDS-Molekat und 
dem niedrig-aff inen Fcr-Rezeptoren. die nur im wesent- 
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lichen einmalige Gabe des anti-Fcr-Rezeptor-AntikOr- 
pefs zu Beginn der lirvnuntherapie erfoidert 
(Induktionsphase). Im allgemeinen fiegen die nach 
eriblgter Aniangsbehandlung verbliebenen Anti-T-Zell* 
rezeptor/CD3-Antik5rper in so geringer Kopienzahl auf s 
der Zelloberfiache vor, daB eine Aggregation im 
wesentlichen nicht mehr zustandekommen kann und 
von daher die nachiolgende Interaktion mit den niedrig- 
affinen Fcy^Rezeploren ausbl^bt Aus diesem Grund 
kann die erfindungsgemaBe Zusammenstellung minde- io 
stens onen an1i-T-Zellrezeptor/CD3-Antik0rper und 
mindestens einen anti-FcirRezeptor-AntikOrper in 
getrennter Form enthalten Oder ^ne Mischung beider 
ArrtikOrper oder mindestens einen anti-T-Zellrezep- 
tor/CD3-Antik6rper in getrennter Form von ntindestens is 
einer Mischung enthattend mindestens einen anti-T- 
Zellrezeptor/CD3-Antik0rper und mindestens einen 
anti-FcrRezeptor-AntikOrper. Durch die erfindungsge- 
maBe Zusammenstellung oder Mischung VkGt sich 
somit auf vorteilhafte Weise eine indiWduelle TTierapie 20 
bewerkstelligen. 

[0017] Die Qbliche Behandlungnjauer des Patien- 
ten betrdgt ca. 1 bis 9 Tage, vorzugsweise ca. 7 bis 8 
Tage. Die Dosis des jeweiiigen AntikOrpers betragt im 
angemenen ca. 0.3 bis ca. 4 mg/kgHag. Beispielsweise 25 
ist die Dosiemng for die tnitialphase ca. 250 mg/Palient 
an anfi-Fcr-Rezeptor-AntikOrper und ca. 1 50 mg/Paiient 
an an1i-T-Zellrezeptor/CD3-Ant'k5rper und fur die Eitial- 
tungsphase ca. 25 mg/Patient an anti-T-Zellrezep- 
tor/CD3-Antikarper. wobei es ausreicht, diese Dosis 30 
jeden 3. Tag zu verabreichen. 

[0018] Die erfindungsgemdBe K6ni>inationstheFa- 
pie entspricht vom Prinzip her dem Ansatz nut den Fc- 
freien bivalent bindenden F(ab')2-Antik0rperfragmen- 
ten. Zum einen bedeutet dies, daB sich das immunsu- as 
pressfve Potential der anti-T-Zellrezeptor/CD3- 
AntikOrper durch die erfindungsgem^Be Korr^inations- 
therapie nicht wesentlich von dem der F(ab')2~Antik0r- 
perfragmenten unterscheidet Zum anderen ist 
sichergestellt daB es weder bei den F(ab*)2-Antikdrper- 40 
fragmenten noch bei d^ erfirdungsgemaBen Kbnr^'na- 
tionskherapie im wesentlichen zu einer Interaktion mit 
den Fcr-Rezeptoren kommt was zia* Fdlge hat, daB die 
oben beschriebenen, unenwQnschten und gefdhrlichen 
fvlebenwirkungen (.Cytokine-Release-Syndrome'^ im 4S 
wesentlichen vdlstdndig vermieden weiden. was tierex- 
perimentell nachgewiesen wurde. Zudem wufde in 
einem Kontrollexperiment nachgewiesen, daB die ailei- 
nige Gabe eines anti-Fcy^Rezeptor-AntikOrpers zu kei- 
nen erkennt^aren Nebenwirkungen fuhrte, so 
vorzugsweise wenn durch die Wahl des Anti-Fcr 
Rezeptor-AntikOrper-lsotyps gewahrleistet wind. daB im 
wesentlichen keine Interaktion mH dem hoch-affinen 
Rezeptor fur IgG (Fc/RI) stattf inden kann. 
[0019] Des Welteren hat die erfindungsgemaBe ss 
Kominationstherapie folgende Vorteile: 

1 . Die intakten AntikOrper sind aufgrund ihrer gun- 



stigen pharmakokinetischen Eigenschaften (Halt>- 
wertzeik) den F(ab')2-AntikOrperfragmenten 
deutlich uberlegen. . 

2. Bei der erfindunsgem^Ben Kbmbinationsthera- 
pe kommt eine Interakb'on des anti-T-Zellrezep- 
tors/CD3-AntikOrpers mit Fcy^Rez^Ttoren im 
wesentlichen nicht zustande. Neben der Vemnge- 
rung bzw. Ausschaltung unenAfOnscNer Nebenwir- 
kungen ist zudem mit einer neutralisierenden anti- 
AntikCrper-Antwort gegen den T-Zellrezeptor/CD3- 
AntikOrper nicht oder nur in adbgeschwdchter Form 
zu rechnen. 

3. Die erfindungsgemaBe Komblnationstherapie 
kann schnell und ohne unangenehme Langzeftef- 
lekte beendet weiden. So wurde gez«gt daB anti- 
T-Zellrezeptor/CD3-AntikOrper, die In Kbmbination 
mit einem anti-Fcf-Rezeptor-AntikOrper verabreicht 
wurden, zu ^n^ signtfikanten Verringemr^ von T- 
Zellrez^3tor-CD3*4MolekO!en fuhrte, ohne den funk- 
tionellen Status der T-Zelle im wesentlichen zu ver- 
andem. Des Weiteren wurde festgesteltt, daB nach 
erneuter Expression der TZellrezeptor/CD3-Mole- 
kOle auf der ZeDoberfiache wentge Stunden nach 
Abselzen der erfindungsgemftBen Immuntherapie 
die immunologische Reaktionsfdhlgkeit der l^Zelle 
sofbrt und vollstandig wiederhergesteOt war. 

4. Ein werterer Vorteil der erfindungsgernSBen 
Kominationstherapie ist, daB der Anti-FcrRezep- 
tor- AntikOrper nur wdhrend der Induktionsphase, d. 
h. zu Be^nn der Therapie, verabreicht zu werden 
braucht In der sich anschfisBenden Ertiaftungs- 
phase ist es ausreichend, nur noch den anti-T^Zell- 
rezeptor/CD3-Antikfirper zu injizieren, wob^ 
vortalhaftenweise eine so geringe Dosierung 
gewdhit wenden kann, daB gerade noch eine Verrin- 
gerung der Anzahl der T-Zellrezeptor/CD3-Mo]e- 
kule auf der Ot>erfiache von T-Zellen gewahrleistet 
ist 

[0020] Die fblgenden Rguren und Beisplde soflen 
die Eifmdung naher erlSutem ohne sie zu beschranken. 

I=ig. 1 beschrabt schematisch eine Qt>liche Immun- 
therapie mit dem AntikOrper OKT3. Hierbei 
fuhrt die Kbnjugatformation zwischen Anti- 
kOrper-besetzler T-Zellen und Fcy-Rezeptor- 
tragender Effektorzelle zum sogenannten 
.Cytokine-Release-Syndrome''. 

Rg. 2 beschreitTt schematisch die erfindungsge- 
maBe Immuntherapie durch ^ne kombi- 
nierte Gat>e von AntikOrpern gegen T- 
Zellrez^tor/CDB-Korrplex und niedrig-affine 
FcrRezeptoren. 
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Fig.2a zeigt hierbei die Phase I (Indukttonsphase), 
bei der eine Verringerung von T-Zellrezep- 
tor/CD3 -Molekulen durch anti-T-Zellrezep- 
tor/CD3 -AntikOrper ertolgL Eine Interaktion 
mit der Effektorzelle und somit das .Cyto- s 
tdne-Release-Syndrome'* vnrd vermieden. 

Fig.2b zeigt die Phase II (Erhaltungsphase), bei der 
die Erhaltungsdosis von arrti-T-Zellrezep- 
tDr/CD3-Antik6rper zur Aufrechterhaltung 10 
der Verringerung der Anzahl der T-Zellrezep- 
tor/CD3-MoleKQ)e auf der Oberfldche von T- 
Zellen eine Reaktionsunfahigl«eit der T-Zel- 
len bewirkL Fine Interaktion mit der Effektor- 
zeUe f indet nicht statL is 

BEISPIEI^ 

1. Materiafien 

20 

[0021] Fur alle in vivo Experimente wurden CBA/J- 
Mduse (The Jackson Latx>ra1ory. Animal Resources. 
600 Main Street Bar Harbor. Main. 04609-1500. US^ 
venwendet. und unter speziTisch pathogen-frelen Bedin- 
gungen gehalten. FQr die Untersuchungen wurden 2s 
weibliche Tiere im Alter von 3 Monaten venwendet 
[0022] Die AntikOrper wurden aus dem Kulturuber- 
stand von Hybrictornzellinien errtweder durch konventio- 
nelle Prolan G (17A2. KTB) Oder Protein A (7D6. 145- 
2C11) AffinitaischromatDgraphie (Pharmacia, Uppsala. 30 
Schweden) gereinigt Die tMologische Aktivitat jeder 
Protse wuide vorab im Ruoreszenz-aktivierten Zellarta- 
lysator (FACS. Becton Dickinson. Heidelberg, Deutsch- 
land) getestet. 
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2. BehardlunQSProtokoIl 

[0023] Die anti-TCR CD3-Antik0rper 7D6(DSM 
ACC2382) . 17A2(DSM ACX)2380). 145-2C11 und KTB 
(400 pg anli-TCR/CD3-An1il^rper pro Tier in 0.5 ml 4o 
Phosphat-gepufferter KbchsalzlOsung; PBS) Oder Anti- 
kOrper-CocktaDs bestehend aus den einzelnen anti- 
TCR/CD3-Antik0rpem. zusammen mit dem anti-FcrR- 
AntikOrper 2.4G2uk (400 ^g arrti-TCR/CD3-Arrtik0rper + 
1 ,0 mg 2.4G2 pro Tier in 0,5 ml PBS) wurde den Ver- 45 
suchsmausen als einmalige intraperitoneale Injektion 
verabreicht. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 
die Mllz der so t>ehandelten Tiere gewonnen. 

3. Anfartaen der Zellen so 

[0024] FQr den Nachw^s von spez'ifischen Oberf 13- 
chen-Antigenen auf den Milzzellen der Versuchstiere 
wurde zundchst eine Einzelsu^>ension hergestellt 
AnschfieBend wurden die Erythrozyten lysierl und cfie ss 
vertsliebenen Zellen in PBS mit 2 %igem Hitze-inakti- 
vierten lOtalem Kaiberserum (PCS) und 0.1 %igem 
Natriumazid (NaNa) aufgenommen. Das Anfdrben der 



Zellen erfolgte nach einem Standardprotokoll. Dazu 
wurden 10^ ZeOen in 50 V\bschpuffer (PBS/2 % 
FCS/0.1 % NaNa) m'lt 50 pi (sdtGgende Kbnzentrationen 
an Nachweis-AntikOrpem) des Ruoreszenz-marWerten 
anti-TCR-AntiW5rpers H57-597 (DSM ACC2384) entwe- 
der zusammen mit einem Phykoerythrin-konjugierten 
anti>CD4-Antikfirper (Becton Dickinson) oder einem 
Phykoerythrin-kDnjugierten anti-CD8-Antik6rper 
(Medac Hamburg. Deutschland) zusammengegeben. 
Nach einer lnkubatk>n von 30 Miruiten und einem 
Wasch-Zentrlfugationsschritt wurden die Zellen in 300 
pi Waschpuffer aufgenommen und mit HItfe eines 
FACS-Gerates (Becton Dickinson) analysiert Zum Aus- 
schluB von toten Zellen wurde jedem Ansatz Propidium- 
jodid (30 pi) zugegeben. B& jedem Probentauf wurden 
mindestens 10"* Leukozyten berOcksichtigt und die 
Ergebnisse mit HiHe der Software Lysis II (Becton 
Dickinson) ausgewertet 

PatentansprOche 

1. Zusammenstellung enthaltend mindestens einen 
anti-T-Zellrezeptor/CD3-AntikOrper und mindestens 
einen anti-FcrRezeptor-AntikOrper. 

Z ZUsammensteDung enthaltend mindestens einen 
anti-T-Zellrezeptor/CD3 -AntikOrper und minde- 
stens eine Mischurig enthalterwl mirxiestens einen 
anti-T-Ze(lrezeptor/CD3-Ari1ikOrper und mindestens 
einen anti-Fcr-Rezeptor-AntlkOrper. 

3. Mischung enthaltend mindestens einen anti-T-Zell- 
rezeptor/CDS-AntikOrper und mindestens einen 
anti-Fcr-Rezeptor-AntikOrper 

4. Zusammenstellung nach Anspruch 1 Oder 2 
UTxl/oder Mischung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet daB der anti-T-ZeIlrezeptor/CD3- 
AntikOrper mit niedrig-affinen FcrRezeptoren. vor- 
zugsweise m'rt FcrRH und/oder Fqr-RlH. inter- 
agiert 

5. Zusammenstellung oder Mischung nach einem der 
Anspruche 1-4. dadurch gekennz^chnet. daB der 
anti-i=cy-RezeptDr-AntikOrper rriit rwedrig-affinen 
Fcf-Rezeptoren, vorzugsweise mit Fcy-RII 
urxl/oder Fcy^Rill, irneragiert. 

6. Zusammenstellung oder Mischung nach einem der 
AnsprOche 1-5. dadurch gekennzeichnet, daB der 
anti-T-Zellrezeptor/CD3-Antik0rper und^oder der 
anti-Fcr-Rezeptor-AntikOrper in mindestens zwei 
verschiedenen Kbnzentrationen enthalten ist 

7. Arzneimmel enthaltend eine Zusammenstellung 
Oder eine Mischung gemaB einem der AnsprOche 
1-6 sowie vorzugsweise geeignete Zusatz- 
und/oder Hilfsstoffe. 
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8. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels 
gemaB Anspmch 7. dadurch gekennzeichnet daB 
eine Zusammenstenung Oder eine Mischung 
gemaB einem der Ansprflche 1-6 nut geeigneten 
Zusatz- und^oder HiKsstoffen versetzt wird. s 

9. Verwerxiung einer Zusaminenstellung, einer 
Mischung Oder anes Arzneimittels gemAB minde- 
^ens einem der AnsprQche 1-7 zur Venringerung 
der Anzahl der T-Zellrezeptor/CD3-Molekule auf io 
der Obeifiache von T-Zellen. 

10. Verwendung »nes Arzneimittels gemdB Anspruch 
7 zur Immuntherapie, insbesondere von Autoim- 
n^jnerkrankungen, vor allem von T-Zellvermittelten fs 
Autoimmunerkrankungen. 

11. Veiwendung eines Arzneimitteis gem^B Anspruch 
7 Oder 10 zur immunsiwressiven Behandlung t>ei 
und/oder nach Organtransplantationen. 20 

12. Verwendung eines Arzneimittels gemSB minde- 
stens einem der AnsprQche 7. 9, 10 oder 11 zur 
UnterdrOckung oder Abschwftchung der Zytokln- 
krankheiL ^ 

13. Verwendung eines Arzneiirattels gemaB Anspruch 
10 zur Behartdlung von T-Zellvermittelten Autcwn- 
munerkrankungen, insbesondere Erkrankungen 
des rheumatischen Formenkreises^ juveniler Dia- 30 
betes Meirrtus (Typ I Diabetes), Multiple SMerose. 
systemischer Uxpas erythematodes. Polyarthritis 
nodosa, Wegeners Granulomatose, SMerodermie, 
Mortxis Reiter, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn. 
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Flgur 1 




7 



EP 1 025 855 A1 



Figiir 2a 



Phase I (Induktionsphase) 



Antikorper-bestttzte 



Effcktorralle 
mH blockwftein FcyRezeptor 




Figur 2b 

Phase II (Erhaltungsphase) 



AnUk6rper*be5etzte 
T-Zetitt 




Effektorzelle 
mit FcrRezeptor 
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